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メ タク リ ル ア ミ ド くm etha c ryla mide， M T Al の 肺腫瘍発生作用 と そ の 機序 を明 ら か に す る た め
に
， 主 と して マ ウス を用い て検討 し た ． メ タ ク リ ル ア ミ ド は ， 1 日 1 臥 連続 5 回腹腔内投与 ， また は
1 日お き ， 5 回腹腔内投与くい ずれ も 1 回 投与量 は 2．35m m oIJkg 体 動 の の ち ， 6 ケ月間 の 観察期間中
に 肺腰痛の発生 を見た ． す なわ ち ， 連 日投与群 で は57 匹中16 匹く30％I， 1 日お き 投与群 で は38 匹中8 匹
く21％ナで い ずれ も 食塩水の み投与 の 対照群 で の発生率く4引匹中 1 匹， 2．1％1に く ら べ て 高か っ た ． 肺腰瘍
は直径 1 へ 2 m m で ， 発生 マ ウ ス の 半数が 1偶 の み ， そ の 他で は 2 へ 4個 が 観察 さ れ た ， 組 織学的 に
は ， 全例が 肺胞 H型の 上 皮細胞由来 の も の であ っ た ． 仁1Cコ メ タク リル ア ミ ド投与後 の 組織 内放射能の
分布 は ， 腎で 最も 高く ， 肝 ， 血液 ， 脾 ， 肺が こ れ に 続 い た ． 組織 中放射能 の 一 部 は 蛋白分画 に 見出 さ
れ ， 結合率 は肺 で は 約 5％で あ っ た ． 3種 の 核酸塩基す な わ ち ， 2
，
． デ オ キ シ ア デ ノ シ ン ， 2
，
． デ オ キ シ シ
チ ジ ン お よ びチ ミジ ン に た い す る メ タ ク リ ル ア ミ ドの in vitr oに お け る ア ル キ ル 化反 応 は す べ て陰性で
あ っ た ． 内， 外因性化学物質の代謝 に 関与 す る グル タ チオ ン ふ ア ラ ル キ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ活性 は ，
ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン を基質 と し た場合 ． マ ウ ス 肺 は肝 の 約 1ハ0の 活性 を 示 す の み で あ っ た が ， メ
タ ク リ ル ア ミ ド を基質と し た場合 は ， 肝 の 約80％ の 活性 を示 した ． マ ウ ス 肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の P 450活性
は肝 に く ら べ て 低 く ， 定量可能限界以下 であ っ た ． マ ウ ス お よ び ラ ッ ト肺 ミ ク ロ ゾ ー ム に お け る脂質過
酸化活性 に 対 して ， メ タ ク リ ル ア ミ ド は ， in vitr o， in viv o とも に 影響 を及 ぼ さ な か っ た ． 以 上 メ タ ク
リ ル ア ミ ドの 生体内分布
，
結合性 ， 肺 に お け る代謝活性 ， な ら び に そ れ へ の影響 を調 べ た結果 ， メ タク
リ ル ア ミ ド に よる 肺障害性 の作用機序 と して ， 肺組織蛋白 と の反 応性 が関連 す る と推察 さ れ た ．
Key w ords m etha c rylami de， mic e， 1u ng－tum O ur， m etabolis m， m e Cha nis m
of a ctio n
メ タ ク リ ル ア ミ ド くC H2 ニ C C H3 C O N H21 くm etha cq
ryla mide． M T AIは ， ア ク リ ル ア ミ ドの 誘導体の 1 つ
で あ り ， 有機合成化学 工業 に お い て ， 水溶性 ポ リ マ ー
や 共重合ポ リ マ ー の原料 と して ， 近年生産量か増大 し
て い る1I． 親化合物の ア ク リ ル ア ミ ド は
，
人 や 実験動
物 で末椅神経障害 を引 き起 こ す こ と が 知 ら れ て い
る 213I． こ の 神経毒性 は ， ア ク リ ル ア ミ ド の 類似物質 で
もい く つ か の報告が な さ れ て お り ， メ タ ク リ ル ア ミ ド
に 関す る も の と して は ， ウ サ ギ41， マ ウ ス 鍋 ， ラ ッ ト乃
な ど に よ る報告が あ る ． Ha shim oto ら は51マ ウス で ，
メ タ ク リ ル ア ミ ドの神経毒性 は ， ア ク リ ル ア ミ ド に 比
較 して ， ロ ー タ ロ ッ ド法で約16％ で ある と して い る ．
ま た ， Ha shim oto ら
即
は ， ウ サ ギ ， ラ ッ トお よ びマ ウ
ス ， 特 に ウサ ギ で の 速 や か な経皮吸収性 を ， E14Cコ メ
タ ク リ ル ア ミ ド を用 い て 明ら か に した ． ア ク リ ル アミ
ド類 似物質の サ ル モ ネ ラ菌に よ る 突然変異原性 に 関す
る 最近の 研究 で は ， い ず れ も 活性が 認 め ら れ て い な
い 9I． 一 方
，
グ リ シ ド ア ミ ド ， N， N－2－ グ リ シ ジル アク
リ ル ア ミ ド ， グ リ シ ジル メ タ ク リ ル ア ミ ドの 3 つ の エ
ポ キサ イ ド誘導体で は ， 1 また は 2種の サ ル モ ネラ株
で 突然変異性 を示 した 9I． 現 在 ， ア ク リ ル ア ミ ド の慢
性毒性 に つ い て は多く の 知見が ある が 抽 ， メ タ ク リ ル
A bbr eviatio n s こD N C B， dinitr o chlor obe n z e n三 D T N B， di－thio－bis－2－ nitro benzoic a cidニ
G S H， r edu c ed glutathio neニ G S T， glutathio n e－S － a r alkyltr a nsfer as eニ M T A， m etha cryla mid
－
eニ P B， phosphate bufferニ T C A， trichlor o－ a C etic acid
メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺毒性
アミ ドお よ び ， その 他の 誘導体 の 慢性影響 に つ い て は
まだ十分知 ら．れ て い なし1 ． しか し ， 最近の 研究で は ，
アク リル ア ミ ド誘導体 に マ ウス 肺腰瘍形成が確認さ れ
た
川
． そ こ で ， 今回は特 に ， メ タク リ ル ア ミ ド の 肺 に
対す る作用を明ら か に す る た め に ， 以下 の研究 を お こ
なっ た ． す な わ ち ， ま ず． メ タク リ ル ア ミ ド を マ ウ ス
に繰り返 し投与 した際 の肺腫瘍発現の 経過を観察 し ，
っ い で マ ウ ス に お ける 亡14Cコ メ タ ク リ ル ア ミ ド の 肺 ，
その 他の臓器 に お ける 分布 ， 3種の 核酸塩基 へ の メ タ
クリル ア ミ ド の in viv oで の 反応性 お よ びメ タク リ ル
ア ミ ドの マ ウ ス 肺 組織 に お け る in vitr o お よ び in
Yiv oで の 代 謝を調 べ た ． また ， 内， 外因性物質 の 代謝
に関与す る肺 ミ ク ロ ゾ ー ム P－450 の活性 を肝 と比 較 し
た． 一 般 に S H 反応剤 くHgC12 な どI は ， 組織 の ミ ク
ロ ゾ ー ム と反応 して ， 脂質過酸化 に 対す る増強反応を
お こす こ とが 知 られ て い る ． メ タク リ ル ア ミ ド は二 重




こ の物 質に よ る肺 に お ける 過酸化反応 へ の 影 響
を調べ た ． こ の た め ， マ ウ ス お よ び ラ ッ トの 肺組織 ミ
ク ロ ゾ ー ム を調製 し， invitro お よ び in viv o で の反
応を観察 した ．
材料お よ び方法
王 ． 試 薬
メタ ク リ ル ア ミ ド は
，
非 放射性 くEa stm an Kodak
Co．， U S Alお よ び 放射性く2，3－亡14Cコ メ タ ク リ ル ア ミ
ド
，
20ノノCiノm moり 帽 本原子力研究所 ， 東海村1 を 用
い た． 2
，
－ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン ， 2
，
－ デ オ キ シ シ チ ジ ン ，
チミジ ン は い ずれ も 生化学用く和光純薬 ， 大阪1を ， 他
の試薬 はす べ て 特級 を用 い た ．
工工． 動 物
dd Y系雄 マ ウ ス く静岡実験動物 ， 静 岡H 実験開始時
5週齢1お よび W ista r系雄ラ ッ トく静岡実験動物 ， 静
剛 く実験開始時 5適齢I を用 い た ． 実験中動 物 に は ，
水お よび 固形飼料 M Fくオ リ エ ン タ ル 酵 母 ， 東京1を自
由 に摂 らせ た ．
ItI． 動物処理 法
肺腫瘍形成実験 に は ， マ ウス に 2 ．35m m olノkg 体重
く経口 L D馳 の 1ノ2量I の メ タク リ ル ア ミ ド を生 食水
溶液と して
，
1 日 1 回 を5日 間連続 ， ま た は ， 1 日お
き 5回 ， 腹腔 内に 投与 し た ． 週ま た は月 の 間隔 で 解剖
し
， 肺お よ び 他の 諸臓器 の 変化 を肉眼的に 観察 し た ．
生食水の み を腹腔内投与 し た マ ウ ス を対 照 群 と し
た ．
工V ． 肺組 織の 光顕 的観察
肺組織 は燐酸緩衝10％ ホ ル マ リ ン 固定後 ， パ ラ フ イ
429
ン切片と して ， H －E 染色 に よ り光顕下で 観察し た ．
V ． Elでコ メ タ ク リ ル ア ミ ドの 体内分 布
1JL Ci110g 体重く4．7JL m Oll10glの仁14Cコメ タク リ
ル ア ミ ド を生食水溶液と して ， マ ウ ス 腹腔内に 1 回投
与 した ． 30分後に 開胸 し， ヘ パ リ ン処理 注射器で 左 心
室 よ り全身の血液を出来る だ け抜き 取っ た う え ． 諸臓
器を採取 した ． 各臓器重量を秤量 した の ち ， 一 部 く約
50m gン を濾紙 カ ッ プくA loka， 束京いこ計量 し， サ ン プ
ル オ キ シ ダ イザ ー くAloka， 東京1で 燃焼させ た ． 得ら
れ た サ ン プ ル を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー L S
An alyse rくAloka， 東京1 で 1分間計測 したく計数効率
67旬 68％1． 残 っ た 臓器 は ， 水 3 ml を加 え ， Potter．
EIv ehje m 型 ホ モ ジナイ ザ ー で ホ モ ジネ ー トと し た ．
これ に10％ ト リ ク ロ ル 酢 酸くtrichlo r o－ a C etic a cid，
T C Al を加 え ， 2，500rpm ， 10分間遠心 した の ち ． 沈淀
を再度 T C Aで 洗浄 した ． 2回 の 上 清を合 わせ ， こ の
0．5ml をとっ て シ ン チ レ 一 夕 AC S IHパ ッ カ ー ド ， 東
京110ml を加 え ， 先 と同様 に 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー で 計数 した く計数効率90ノ ー91％1．
VI
． 核酸塩基と メ タ ク リル ア ミ ドの in Yitro で の 反
応
Solo m o nら
131 の 方法に 準 じ ， 13m M の 2
，
一 デ オ キ シ
ア デ ノ シ ン ， 2
，
－ デオ キシ シ チ ジン お よ び チ ミ ジ ン の 燐
酸緩衝溶液く0．2 N， pH 7．01 に 680m M の メ タ ク リ ル
ア ミ ド を加 え ， 37
0
Cで 反 応させ た ． 1 ， 2 ， 5 ， 1 0過
後 に 反応液の 2 声1 を ， 薄層ク ロ マ トくシ リ カ ゲ ル70 プ
レ ー ト1 く和光純薬 ， 大阪1 に ス ポ ッ ト し， イ ソ プ ロ パ
ノ ー ルノ水く2．3川 に て常温 で 展開 し た ． 数時 間後 ，
Bu cha n a nの 方法14，に 準 じ ， 0．5％シ ス テイ ン の 硫酸溶
液く3 Nナ を粉霧 した の ち ， 85
0
ClO分間加熱 した ． 対 照
物質と して ， メ タ ク リル ア ミ ドの 代 りに アク リル ア ミ
ド を反 応さ せ た 試料 に つ い て も同様 の 測定を お こな っ
た ．
W
． 肺お よ び 肝臓 上 清お よ ぴ ミ ク ロ ゾ ー ム 分 画
0．1M 燐 酸緩衝液 くpho sphate buffe r， P BJくpH
7，4ナ を用 い て マ ウ ス の 肺 お よ び肝臓 の 20％ ホ モ ジ
ネ ー ト を作 り ， 2，000xg で30分遠心 した の ち ， 上 清 を
120，000x g で 1 時間遠心 し ， 上 浦くエ ン ザイ ム1お よ び
沈漆の ミ ク ロ ゾ ー ム 分画 を得 た ．
Vln
．
グル タ チ オ ン S－ ア ラ ル キ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー
ゼ くglutathio n e－S． a r alkyltr a n sfer a se，
G STI 測 定
1 ． 2， 4－ ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン く2，4－dinitr o chlo －
r obe n z en， D N C Bl を基質と し た測定 ．
Boyla nd と C ha s s e a ud の 方法
醐 に 準 じ ． 30m M




G S Hl， 0．2M P BくpH 6．51 お よび エ ン ザ イ ム
10メ1 を キ ュ ベ ッ ト 中で 25
0
Cに て 反応 さ せ ， 基 質 －
GS B結合物 の 形 成量を初速度法 で 求 め た く測定波長
340n 皿1．
2 ． メ タク リル ア ミ ド を基質 と し た測定 ．
10m M メ タ ク リ ル ア ミ ド ， 1 m M G S H， お よ び
0．1 M P BくpH 6．引 を加 え ， 3 7
0
C， 60分間 イ ン キ エ
ペ ー ト した の ち， 70％過塩素酸 を数滴加 え ， 2，500rp－
m
．
10分間遠 心 し ， その 上 清 に 0．2 M P BくpH 6．51お
よ び 40mgハ00ml の 5， 5
，
－ ジ チ オ ビ ス ー2． ニ ト ロ 安息香
酸く5， 5
，
－dithio－bis－2－nitr obe n z oic a cid， D T N BJを加




マ ウ ス 肺 ま た は肝臓 に 4 倍 量くWノVl の 冷却 し た
0．25 Mシ ョ 糖液 を加 え ． Potte r－EIv ehje m 型 ホ モ ジナ
イ ザ ー で ホモ ジネ ー ト と し ， 2，0 00x g 30分遠心後 ， 上
帯 を 1 20， 00xg で 1時間遠 心 し て ， 沈漆 の ミ ク ロ
ゾ ー ム 分画 を得た ． こ の 分画 を 用 い て Om u ra8ESato
の 方法 糊 に 準 じ て P－450量を 測定 した ．
X
． 脂質過酸化反応の 測 定191
1 ． in．vitr o こ正 常 マ ウ ス の 肺 ミ ク ロ ゾ
ー ム 分画 に ，
最終濃度 10m M の メ タ ク リ ル ア ミ ド を加 え ， 37
0
C ，
60分間イ ン キ エ ペ ー 卜 し た の ち ， そ の 一 部 に 2 0％
TCA ， 0．67％2－ チ オ パ ル ピ ッ ー ル 酸 を加 えた ． これ を
沸 騰水洛 中で 10分間イ ン キ エ ペ ー 卜 し た の ち ，
2，500rp皿 1 0分間遠心 し ， そ の 上 清中の マ ロ ニ ル ジ ア
ル デ ヒ ド形成量 を 535n m で 比 色定量 した ． 脂質過酸
化反応の陽性対照物質と して ． メ タ ク リ ル ア ミ ド の 代
わ りに FeS O47 H20 を最終濃度0． 3m M で 加 え た試料
に つ い て ， 同様の 測定 をお こ な っ た ．
2 ． in vivoニ2．35m m oIJ
，kg 体重 の メ タ ク リ ル ア ミ
ド を ， マ ウ ス 腹腔内 に 5日 間連続投与 した の ち ， 既述
の 方法で肺 ミ ク ロ ゾ ー ム を 調製 した ． こ の 試料 に つ い
て ． 上 記と 同様 の 方法で 脂質過酸化 反応 を測定 した ．
こ の場合， メ タ ク リ ル ア ミ ドの 添加 お よ び37
0
Cで の イ
ン キ エ ペ ー トは お こ なわ な か っ た ．
X 王． 蛋 白定量
エ ン ザイ ム お よ び ミ ク ロ ゾ ー ム 分画の 蛋白定量は．
Lo w ry 法
201 に よ っ た ．
X rL 統計学的検定法
百分率 の 差 の検定 は ， Fisbe rの 直接確率計算法 によ
り ， 多群 間の 平均値 の 差 の検定は ， 1元 配置分散分析
後 Du n c a nの 多重比較法
21Iに よ っ た ． pく0 ．05を有意
と し た ．
成 績
1 ． メ タ ク リ ル ア ミ ド投与 マ ウ ス に お け る 肺腫瘍発
生
表 1 は， 食塩水 の み投与の 対照 群 ， メ タ クリ ル アミ
ド を 1 日 1 回
，
連続 5 回腹腔内投与群 ， お よび 1日お
き ， 5 回腹腔内投与群 に お け る肺腫瘍発生率の経時変
化 を 示 す ． 対 照群 で は観察6 ケ月目で解剖 した20 匹中
に 1 匹の み腫瘍 の発生 を見 た ． 6 ケ月 間の 総発生率
は
，
1ノ48く2．1％1で あ っ た ． メ タ ク リ ル ア ミ ド5 回連
続投与群 で は ， 3過日 か ら ， 発生率 は少 な い が 腫瘍形
成 が認 め ら れ ， 6 ケ 月 で は16 匹中に12 匹， 6 ケ月間の
総発生率は16ノ57く30％1 と な っ た ． 1 日 お き 5 回投与
群 で は ， 2 ケ月 日で は じめ て発生が み られ ， 6 ケ月で
は 6匹 中に 6 匹 ， 6 ケ月 間の総数 で は 8ノ38く21％1と
な っ た ． メ タ ク リ ル ア ミ ド投与 2群 の総発生率 は， い
ずれ も 対照群 の 発生率と く ら べ て有意 に 高率で あっ た
くpく0．01． な お ， 6 ケ月 間の 体重 ， お よ び 肺重量に
は ， 3群間に 有意差 は な か っ た ．
工工
． 肺腫瘍 の 病 理 学的所見
肺腫瘍 は， 肉眼 的に は ， 肺表層部 に 観察 され る腫瘍
で
， 灰白色透明感 を呈 し た ． 大 き さ は い ず れ も 直径
1 旬 2m m の 小 型 で
， 発 生数は発生 マ ウ ス の半数が 1個
の み
，
その 他 で は 2ノ ー 4 個が観察 さ れ た ．
組織学的に は ， 全例 が 肺胞 H 型の 上 皮細胞由来の腫
瘍で ， ク ララ 細胞由来の腫瘍発生 は み ら れ ず， 気管支
上 皮細胞の異形成 ， 過形成も認め ら れ な か っ た ． 腫瘍
の 組織像 を図 1くa， bl に 示 す ．
Tablel． Lu ng tu m or form atio n after m etha cryla mi de くM T Al administr atio n in
mlC e
1 W 2W 3W 4W 2 M 3 M 6 M total
Co ntr oI
M T A l
a






































































1 2ハ6 16ノ57ホ ー
6ノ 6 8ノ38．韓
22．35m m olノkg， O n C eノday， 5tim es， ipinjectio nb
2．35m m oIJkg， O n C eltw odays， 5tim e s， ip inje ctio n
ホ 醸pく0．01 vs． c o ntrol by Fishe r
，
s e x a ct probability test
メ タ ク リ ル ア ミド の 肺毒性
Fig． 1－a Lung tu m o u rくa rr o wlin mic e6 m o nths
after intr ape rito n e al administr atio n of 2－35
m m ol kg m etha c ryla mide o n c e aday for 5
days． X20．
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Fig． 1－b In c re a sed m agnific ation of Fig．1－ a ，
Tu m o u ris c o mpris ed of alv e olar ty pe II
epitheliu m くa rr o wl， a nd n o Cla r a c ellpr olife－
r atio nis s e e n． H istopathologlC al diagn o sis is
ade n o m a． X200．
Table2． Distributio n of r adio a ctivity in tiss u e s3 min
afte ripE
IJ
Cj－M T Aadministr atio nin mic e
Radio a cti vity g％
a
Total Super n ata nt Pr otein bo u ndく％1
Blo od ll．1
b
Ce rebr u m 2．4

































































c o untfound pe rg tissu elc o u nt administe r ed per g
body甘 reight xl OO
m ean oftw o expe rim ents
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m ． 仁1でコ メ タ ク リル ア ミ ド投与後放射能 の 臓器 内
分 布
表 2 は， マ ウ ス で の 仁Itコ メ タ ク リ ル ア ミ ド 1 回腹
腔内投与後30分 に お け る ， 臓 器 内放射能 の 分布 を 示
す ． 全放射能 は腎で 最 も高 く ， 肝 ， 血液 ， 牌 ． 肺が こ
れ に 続tlた ． 神経系 ， 筋肉は比 較的低値 で あ っ た ． 各
臓 器に お け る放射能の 蛋白結合率を み る と ， 神経系 お
よ び 腎で 最 も高く ， 牌 ， 心 ， 肺 と続 い た ．
IV． 核 酸 塩 基 に 対 す る メ タ ク リ ル ア ミ ド の in
Yitro で の ア ル キ ル 化反 応
図2 は， 薄層 ク ロ マ トグ ラ ム の 1例 を示 す ． 左 の 3
田
個の ス ポ ッ トは ア ク リ ル ア ミ ド
，
右 の 3個 は メ タクリ
ル ア ミ ドの ， そ れ ぞ れ 3 種の核酸塩基 と の10週間反応
後の 展 開像 で あ る ． 左の アク リ ル ア ミ ド は 2，－ デオキ
シ ア デ ノ シ ン ， 2
，
－ デ オ キ シ シ チ ジ ン と の 反 応生 成物を
み る が ， メ タ ク リ ル ア ミ ドで は ， 3種 い ずれ の 塩基に
対す る反 応物 も検出さ れ なか っ た ．




肺 お よ び肝 に お け る ， 1 20， 00x g 遠心 上清
くエ ン ザイ ム1 の ． D N C Bを基質と し た 場合の G ST
活性値 を示 す ． invitr o で メ タク リル ア ミ ド く10m 叫
Fig．2． T hin －1aye r chr o m atogr a m afte r adire ct r e a ctio n of 3n u cle o side s
くe a ch 13m Mlin vitr o with ac ryla mide く680m Ml or metha crylamide
く680m MJ at 37
O
C， pH 7．O fo rlO w e eks． T w o FL l of e a ch rea ctio n
mixtu re w a splotted o n Silic a－ Gel
I 70 plate くW ako， Japa nナ a nd
dev eloped by is opropa n ollH20 く2．3川 fo r s e v er al ho u rs at r o o m
te mpe r atu r e． Spots are dete cted by spr aying a 5％ s olutio n of cystein e
hydro chlo ride in 3 Ns ulphric a cida nd he ating fo r5 to lO min at 85
O
C ． aノ ー C， r e a Ctio n with a c rylami de三dへ f， re a Ctio n with m etha c ryla mid－
e ． a a nd d， 2
，
－de o xyade n o sin ei b a nd e， 2
，
－de o xycitid inei C a nd f，
thymidin eニ g， ad du ct of a c ryla mide with 2
，
－de o xyadeno sineこh， addu ct
of a c ryla mide with 2
，
－de o xycitidin e． No addu ct is dete cted after
re a ctio n with m etha c ryla mide ．
Table 3． G S Ta ctivity in mo us elu ng a nd liv e r with D N C Bas
s ubstrate







0． 40士0．04く3つ 3．87士 0．64く3つ
a
n or rn al mice
b
m ice tr e ated wit h MT A
C
m e a n士SDくnI
メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺毒性
と60分イ ン キ ュ ベ ー 卜 した ， 正 常マ ウ ス の 上 清 ， お よ
びメ タク リ ル ア ミ ド を 1 日 1 回連 日 5 回投与 した マ ウ
スの 上 清 ， い ずれ の 場合 に も ， G S T活性 は ， 肝が ， 肺
の約10倍の 値 を 示 した ■ in vivo で の メ タ ク リ ル ア ミ
ド投与群で は ， 両値と も in vitr oに く ら べ て低下 が み
ら れた ．
Vl． メ タ ク リ ル ア ミ ド を基質と した 場合 の ． マ ウ ス
肺お よ び肝 の G S T 活性
メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺 お よ び肝 に お け る被代謝活性
を知る た め ， メ タ ク リ ル ア ミ ド を基質 と し た場合の ，
肺お よ び肝 の G ST 活性 を し ら べ た 一 表 4 に示 す よ う
に D N C B を基質と し た場合 と同様 ， 肝 が肺 よ り強 い
代謝活性を示 した が ， 両者の 差は D N C Bの 場合程 で
はなか っ た ． ま た in vitr o と in viv o の 差 も認 め られ
なか っ た ．
Wl． マ ウ ス 肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の P．450活 性
マ ウ ス 肺 ミク ロ ゾ ー ム に お ける薬物代謝酵素活性 を
調べ るた め ， P ぺ50量 を測定 した が ． 45 0n m に 相 当す
る ピ ー ク は出現 しな か っ た ． 同時 に 測定 した肝 で は ，
0．372n m olノm g ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白で あ っ た ．
用 ． マ ウ ス お よ ぴ ラ ッ ト肺ミ ク ロ ゾ ー ム に お け る 脂
質過酸化 に 対す る メ タ ク リ ル ア ミ ドの 影響
メタ ク リ ル ア ミ ドの 肺組織に お け る脂質過酸化活性
へ の 影響 を調 べ るた め ， マ ウス お よ び ラ ッ ト肺 ミク ロ
ゾ ー ム に つ い て ， メ タ ク リ ル ア ミ ド の 作 用 を in
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vitro お よ び in vivo で 観測 した ． 表 5 に 示 す よ う に ，
メ タク リ ル ア ミ ド は マ ウ ス お よ び ラ ッ ト に お い て ． in
Vitrp， in viv o とも に ， 肺 ミ ク ロ ゾ p ム の 脂質過酸化
に 影響 を及 ぼ さ な か っ た ． 一 方 ． 陽性対照物質と して
用 い た FeS O4 は
，
in vitr oで マ ウ ス お よ び ラ ッ トと も
に強 い 脂質過酸化 の 増強作用 を示 した ．
考 察
ビ ニ ー ル 系ま た は アク リ ル 系化合物と称 され る化合
物群は ， 分子 中 に 所有す る二 重結合 の 活発 な化学反応
性の た め ， 合成化学工業界 で 各種 反応の 原料， 中間体
お よび最終製品 と して 広く用 い ら れ て い る ． 一 方 ， こ
の 種の 化合物 は
，
その 性質か ら生体 に 対 して も 障害性
が 一 般 に 強い こ と で 知 ら れ て い る ． そ の例と して ， 塩
化 ビ ニ ー ル モ ノ マ ー 取扱者の 肝血 管肉腫豊I， ア ク リ ル
ニ トリ ル 取扱者 の 肺癌盟，， ア ク リ ル ア ミ ド 取扱者 の 多
発神経炎別1， その 他が あ る ．
今回取 り あげた メ タク リル ア ミ ド は， 人 間お よ び 各
種実験動物で神経障害性 を示 す こ とが 知ら れ てい る ア
ク リル ア ミ ド誘導体 の 1 つ であ る ． 最近， メ タ ク リ ル
ア ミ ドを含 めた ， ア ク リ ル ア ミ ド誘導体の 中に マ ウ ス
での 肺腫瘍発生 の 報告が なさ れ 川 ． 産業衛生上 の 新 し
い 課題が生 じ て い る ． 今回 ， 著者は メ タ ク リ ル ア ミ ド
に よ る マ ウ ス で の 肺腫瘍発生 を経時的に観察する と と
も に その 発生 機序 を明ら か に す る た めの 基礎的研究 を
Table4． G S Ta ctivity in m ouse lung a nd liv er with M T Aas
s ubstr ate
G S Ta ctivityくp ghou r－1 m g pr otein－り
in vitr oa
Lung Liv er




9．88 士0．33く3う 11．8 士0．55く3う
a
n o r m alrnic e
b
mic etr e ated with M T A
C
m e a n士 SIj hl
Table 5． Lipid pe ro xi dation by M T Ain m ou se a nd r atlu ng mic ro s om e s
Conce ntration of m alo nildialdehyde
a
in vitro l n V IV O
Co ntr o1 26．5士3．3く5うb lO．5 士1．1く5つ
M T A 25．0士0．3く5つ 10．3 士1．6くの







p m ol rng protein
－ 1xlOO
b
m e a n士S Dくnl
C
n ot dete r min ed
中瀬pく0，01 vs． c o ntr ol by A N O V A follo w ed by Du n c an
，
s multiple c o mparis o n．
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書式み た ．
マ ウ ス 肺に お ける 自然発生性 の 肺腫瘍形成 に つ い て
は ， Livingo od
251以来， 多く の 報告が あ る26ナ． こ の 自然
発生腫瘍 の 頻度 は ， マ ウス の 系統 に よ り差が あ り ， 最
も高 率と され る A系で は70％に も 及 ぶ が ， C57 B L系
で は ， 1 ％に も達 し ない
むI
． こ の 腫瘍 は ま た ， 種 々 の
外的要因 ， す な わ ち物理 学 お よ び化学的要因 で 誘発 さ
れ る ． こ の こ と か ら ， と く に A 系 マ ウ ス の肺腫瘍形成
を指標と した ， 化学発癌性 の検査法 が S himkin 一 派
に よ っ て 提唱さ れ て い る 祖 柵
著者の 今回 の 研究で は ， メ タ ク リ ル ア ミ ドが ， 正 常
対照群で は殆 ど自然発生を み な い d d Y系 マ ウ ス で ，
肺腫瘍 を誘発 させ ， 発生率が経時的 に 増大す る こ とが
明 ら か と な っ た ． こ の 腫瘍 は ， 組織学的 に はす べ て肺
胞II型上皮 か ら な る腺腫であ っ た ． しか し ， A m a r al．
M endes301に よ る と ， こ れ ら マ ウ ス の 自 然発生性肺腫
瘍 は ， マ ウス の 年齢が 2年以上 に な る と ， 約2 0％は悪
性化 に 傾く こ と が あり ， こ れ は 最初腺腰 で発生 した も
の か らの 変異 に よ る と 考え ら れ て い る ． Kim u r a叫 は ，
H型上 皮 に よ る腺腫か ら ， 乳頭腰に 変化 し ， 更 に 腺病
へ と進行 す る可能性 を示唆 して い る ． 今回 の研究で は
観察期間を 6 ケ月 まで と した が ， 先 に お こ なわ れ た 1
年後の観察くの結果1で は ， 腺脛 の 一 部 に乳頭腫 の組織
像が み られ て お り111， メ タ ク リ ル ア ミ ドに よ る 肺腫瘍
に つ い て も ， 経時的な組織像 の 悪性化の可能性 が考え
られ る ． メ タ ク リ ル ア ミ ドの 合 成上 で の 母体で あ る ア
ク リ ル ア ミ ド に つ い て は ， 皮膚お よび 肺 に お け る腰瘍
形成 の 報告が ある ． す な わ ち ， IC R－Swis s 系 マ ウ ス





300m glkgl し た の ち ， 2 ． 5FL g の 12－0 ．
tetr a－de c an oylpho rbol－13－ a C etate を過 3 回， 20週 間
皮膚塗布し た場合 ， 1年後 に 約30％の マ ウ ス で 皮膚の
乳頭腫ある い は痛 が ． ま た40％に 肺 の 腺腫 あ る い は癌
の 形成が認め ら れ て い る
32l
． 同様 の 実験 を ア ク リ ル ア
ミ ドの 腹腔内投与で観察す る と ， 肺 腫瘍発生率が有意
に 高 ま る こ とも 報告さ れ ， ア ク リ ル ア ミ ドが 肺腫瘍発
生のイ ニ シ エ ー タ ー と な り 得る と考 え られ てい る
33，
．
化学物質 に よ る肺腫瘍発生 の 病理 組織的研究 は古く
か ら比較的多く の 報告が あ るが ， そ の 生化学的発生機
序に つ い て は ， な お 不明 な点が 多く残 さ れ て い る ． 今
回著者 はま ず， 放射性 メ タ ク リ ル ア ミド を 用 い て ， 腹
腔内投与後の組織内分布 と ， 放射能 の 蛋白分画 へ の 結
合率 を測定 した ． こ の結 果， メ タ ク リル ア ミ ドの 肺 に
お け る分布量 は腎 ， 肝， 血液 な ど に 続い て ， 比較的高
い 債 を 示し た ． こ の分布量の中の組織蛋白 へ の 結合率
は ， 大脳 ， 小脳 ， な どの 神経組織や腎 ， 脾 な ど に く ら
ベ て低 い も の の ， 3 時間 で 約 5％ の 結合が認 め られ
た ． 外 来化学物質 と組織 蛋白 との 結合 の 意義 に つ いて
は ， 構造 蛋白の失活 な どの他 に ， 遺伝子 発現の調製障
害に も と ずく発癌性 へ の 関与 が想定 さ れ て い る 叫 ． 今
回 の 成績か ら ， 肺 で は未反応 の メ タ ク リ ル ア ミ ドも高
濃度で残存す るが ， 組織蛋白の 機能変化が起 こ り得る
こ と も示 唆 され た ． また ト 家兎 に よる 放射性メ タクリ
ル ア ミ ド の皮膚接触24時間後の組織蛋白結合率は ， 肺
で は肝 ， 血液 な どと 同様 ， 最 も高 い 値く約60％1を示し
て い る81． こ の こ と か ら ， マ ウ ス に お い て も ， こ の物質
の 繰 り返 し投与の 場合， 更に 高い 結合率の 可能性もあ
り ， 肺機 能 へ の 影響 が 少な く な い と 考 えら れ る ． 化学
物質 に よ る 腫瘍形成の機序と して ， 核 酸に 対する化学
物質の ア ル キ ル 化反応が知 られ て い る 誠I． 親 化合物の
ア ク リ ル ア ミ ド に つ い て は ， 各種核酸塩基 と の in
vitr oに お け る結合性が明ら か に さ れ
32I
， こ れ と 動物の
皮膚 ， 肺 な ど に み ら れ る腫瘍形成 と の関連性が論じら
れ て い る 卸 ． しか し ， 今 回 メ タ ク リ ル ア ミ ド に つ い て，
3種 の核酸塩基に 限フ て 調べ た結果 で は ， 結合性はみ
ら れ ず ， 腰瘍 形成と の 関連性 は確認 で き な か っ た ．
メ タ クリ ル ア ミ ドの 生体内代謝 に 関与す る と想定さ
れ る G S T活性 を ， マ ウ ス 肺 お よ び 肝 に つ い て ， in
vitr o お よ び in viv o で 検討 した ． そ の 結果． D N C B
を基質 と した 場合両実験系 と も に ， 肺 は 肝 に く ら べ
て
， 約 1ハ0 の G S T活性 を示 し た ． し か し ， メ タ クリ
ル ア ミ ド を基質と した場合 は肝 に く ら べ て ， G S T活
性 に は 大差が な く ， 肝と 同程度 に 代謝 さ れ る こ とが明
ら か に な っ た ． 一 方 ， 肺 組織中の ミ ク ロ ゾ ー ム に存在
す る 薬物代謝酵素活性 を P一 購0 の濃度か ら 想定する こ
と を試 み た ． そ の 結果 ， マ ウ ス 肝 で は ， 既報 の 文献
値光一 に 近 い 濃度 が得 られ た が ， 肺 に お い て は ， 測定範
囲以下 で あ っ た ． 肺組織 の P－450活性 の 測定に つ い て




混 入 に よ る測定妨害珊 な どの 結果 を示 して い る ． こ の
こ と か ら ， マ ウ ス 肺に お け る メ タ ク リ ル ア ミ ドの ミ ク
ロ ゾ ー ム 系に よ る 代謝は ， か っ て マ ウ ス肝 で調 べ られ
た 活性罪1 に く ら べ て低率 と考 え られ た ．
メ タク リ ル ア ミ ドの マ ウ ス 肺膿瘍形成 に 関与する 生
化学的機序 に つ い て更 に 検討す る た め に ， 肺の 過酸化
脂質反応 に 対 す る メ タ ク リ ル ア ミ ド の 影響 を調 べ た ．
一 般 に ， 不 飽和化合物 に は脂質過酸化反応 の 促進効果
を示 す も の が 少な く な い 39－． 生体 中で 生 成 す る過酸化
脂質の 毒性や病態に つ い て は 多く の 報 告が あ り
40，
． 最
近 は月旨質過酸化 に よ る リ ン パ 系 組織 の 特異的な障害
と ， こ れ に よ る 免疫機能の 低下お よ び 発癌性な どの示





メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺毒性
反応の特異性に 関し て多少の問題は あ る が ， 感度 と操
作の簡便さ か ら ， 従来 か ら用 い られ て い る マ ロ ン ジ ア
ル デヒ ド法
相－を用 い た ． マ ウス お よ び ラ ッ ト肺 で の in
vitr oお よ び in viv o， い ずれ の場合 に も ， メ タ ク リ ル
アミ ドは脂質過酸化反応 に 影響 を及ぼ さ なか っ た ．
一
方， 陽性対照物質と して 用い た硫酸第
一 鉄 は こ の 反応
に対して 強い 促進効果 を示 した ■ し たが っ て ， 今回の
成績か ら ， メ タ ク リ ル ア ミ ドの 過酸化脂質反応の促進
によ る発癌性 へ の 関与 に つ い て は可能性 が少 な い と考
えられ た ．
以上， メ タ ク リ ル ア ミ ド の 肺 腫 瘍発生機序 に つ い
て， 各種の 生化学的検討 を お こ な っ たが ， 組織蛋白と
の結合性 に 関与す る 更に 詳細な検討が な お今後の課題
と して 残され てい る ． 化学発癌剤の 多く に つ い て ． 組
織蛋白の ア ミ ノ基 のカ ル ポ キ シ ル 基 ， S H 基 ， そ の 他
へ の アル キ ル 化作用 が 認 め られ て い る
咄
． メ タ ク リ ル
アミ ド に つ い て も ， シ ス テイ ン ， グル タ チ オ ン を 介し
ての蛋白 アル キ ル 化作用 の 可能性が あ る ． ま た ， 親化
合物の アク リル ア ミ ド
瑚 お よ び類似構造物の アク リ ル
ニ トリ ル
嘲 に つ い て も ， in vivo の条件で 蛋白と の 直接
の 結合性が報告さ れ て い る ． 前者 に つ い て は ， 動物 に
お ける発癌性が ， また 後者に つ い て は ， 人 間
お， お よ び
動物瑚 に お け る発癌性が報告さ れ て い る ． メ タ ク リ ル
ア ミド に つ い て も ， 今後蛋白と の 反応性 を中心 に ， 肺
腫瘍形成機序解明 の 可 能性が ひ ら か れ る と 考 え ら れ
る ．
結 論
有機合成化学原料 と し て 最近用途 の 拡大 し つ つ あ
る， メ タ ク リ ル ア ミ ド くm etha c ryla midel の 肺腫 瘍発
生機序 を明 ら か に する た め ， 主 と して マ ウ ス を用 い て
検討し ， 以下 の 成績 を得 た ．
1 ． メ タ ク リ ル ア ミ ド は ， 1 日1 回 ， 連続 5 回腹腔
内投与 ， ま た は ， 1 日お き ， 5 回腹腔内投与く1 回投与
量 はい ずれ も 2．35m m oIJkg1 6 ケ月間 の 観察期間中
に30％， お よ び21％に 肺腰瘍 の 発 生 を みた ． 腫瘍は す
べ て肺胞 H型上皮細胞由来の 腺腫 で あ っ た ，
2 ． 亡1q メ タ ク リ ル ア ミ ド投与後 3時間 に お け る
組織内放射能 の 分布 は ， 腎 ， 肝 ， 血 液 ， 牌 ， 肺の 順に
高か っ た ．
3 ． 肺組織分布量 の う ち約 5％の 放射能が肺 の 蛋 白
結合性分画 に 認め ら れ た ．
4 ． メ タ ク リ ル ア ミ ド と 3 種の 核酸塩基 と の in
Vitr o で の結合性 は確認 され な か っ た ．
5 ． 肺上 清分画の グ ル タ チ オ ン ーS－ ア ラ ル キ ル ト ラ
ン ス フ エ ラ ー ゼ くG S Tl 活性は ， ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン
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ゼ ン を基質 と し た場合， 肝の 約1 ハ0で ， メ タ ク リ ル
ア ミ ド を基質 と した 場合 は ， 肝と ほ ぼ同 じ活性 を示 し
た ． ．
6 ． マ ウ ス 肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の P－450活性 は ， 肝 に く
らべ て低く ． 定量可能限界以下 で あ っ た ．
7 ． マ ウ ス肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の脂質過酸化反応 に 対 し
て
，
メ タ ク リル ア ミ ド は ， in vitr o． in viv o と も に 影
響 を及 ぼ さ な か っ た ．
8 ． 以上 の成績お よ び従来か ら の 知見か ら ， メ タ ク
リ ル ア ミ ドの肺腫瘍形成磯序 と して 蛋白と の結合性 が
関与 しう る と 考え られ た ．
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Key w o rdB m etha c ryla mide， mic elu ng tu m o u r， m et
abolis m， m e Cha nis m of a ctio n
A bstr 乱Ct
H istopathological and bio che mical obs e rv ations w e re do n eto stu
dy the m e cha nis m of
lu ng tu m ou r for m atio n in mic e by m etha c rylamide． M ethacryl
a mide w a s gl V e n
intrape rito n ea11y eithe r on c ea day for 5 days or on ce ev ery o
ther day fo r5 tim esat adose
le vel 。f2．35 m m olkg． D u ring a 6 m o nth observ atio nperiod， 1u ng tu m o urfo r m atio n w as
significantly higher both in the for me r group く1 60ut Of 57 mice ， 3 0％1 and in
the latter
gr o up く8 o ut 38 mic e， 2 1 ％11 a S C O mPa r ed with the c o ntr oIs くl o ut oE 4 8 mic e， 2．1 ％1－
Tum o urs w e re alladeno ma c o mprised of alve olar 工 ty pe epitheliu m－ Conc e n tra tio ns of
radioactivity in tiss u es 3 hours afte r a nintr ape rito n e al administr atio n
oH14cコ m etha c ryla m －
ide w e r ehighestin the kidn ey follo w ed by liv er，．blo od， Sple e n， a nd lu ng ． A bout 5％ of
the r adio a ctivity ln the lung w as fou nd in the pr otein fr a
ctio n． No dir e ct alkylation of 3
n u cleosides w as obse r v ed follo wing in vitro re action with m ethacryla mide － A ctiv lty Of
gluta thio ne － S－ a ralkyltr a nsfe rase in lu ng supe r natant fraction for 2
－
nitro chloroben z e ne wa s
one －te nth a slo w as in the liver ， but for me thacryla mide it w a s about 8 0％ tha
t of the
liv e r． Conc entratio n of m icr oso m al p －450in lu ng w aslow e r
lthan the detec table le v el by
the authe ntic m ethod． M ethac ryla mide did not affec t the mic ro so mal lipid pe r o xida tio n
r eactio n either in mic e o rin ra ts． Pr o tein binding of m ethacrylamide in the lung se e med
to ha v esom e r ole in lung tu m o u rform a tion in mice ．
